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[摘 要 ] 目的: 构建死亡受体 5( dea th recep to r 5, DR5)胞外区域 ( eDR5)的表达载体, 表达纯化重组蛋白并鉴定其生物特
性。方法: 通过重叠 PCR获得 DR5胞外段编码序列, 构建 pET-22b( + ) /DR5表达载体, 转化大肠杆菌 BL21( DE3), IPTG
诱导表达, N i2+柱亲和纯化, SDS-PAGE、直接 ELISA鉴定纯化产物的纯度和特异性,用 M TT法检测 eDR5蛋白阻断 DR5单克
隆抗体 FM U1. 5和 TRAIL诱导人胶质瘤细胞株 U343(高表达 DR5)、U373 (低表达 DR5 )细胞凋亡的作用。结果: 获得了
DR5胞外段编码序列,目的蛋白在上清及包涵体中都有表达, 表达量占菌体总蛋白的 30% 以上 , 纯化的重组蛋白纯度达
95% 以上, 蛋白产量达 9 mg /m l。ELISA 结果表明所纯化蛋白为 eDR5。 eDR5蛋白可部分阻断 FMU1. 5和 TRAIL诱导人胶
质瘤细胞株 U343细胞凋亡的作用,其阻断率与 DR5表达相关。结论: 死亡受体 5胞外段基因的成功重组、表达及纯化, 为
进一步的功能研究奠定了基础。
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[Abstract] Objective: T o construct the expressing vector of the extracellu lar doma in of death receptor 5 ( DR5), ex-
press itE. coli, identify the purif ied DR5 prote in, and study its biolog ical activ ity. Methods: T he extracellular doma in of
DR5( eDR5) was assembled by overlapping PCR. T he expression vector pET-22b( + ) / DR5 w as constructed and trans-
form ed intoE. coli BL21( DE3). The expression of eDR5 protein w as induced by IPTG and purified by N i
2+
-affin ity chro-
m atographic colum n. The purity and specificit ies w ere detected by SDS-PAGE and ELISA, respectively. T he block ing
effects of purified eDR5 on FMU1. 5- induced apoptosis o fU343, U373 cells w ere observed. Results: The extracellular
dom ain of DR5 was obtained by overlapping PCR. The eDR5 protein was expressed in both supernatants and inclus ion
bodies w ith a yield m ore than 30% of tota l bacterial proteins. The purity of eDR5 was more than 95% and the y ield
reached 9 mg /m .l The resu lt ofEL ISA show ed the purified protein w as eDR5. Purified eDR5 partially blocked the apopto-
sis ofU343 cells induced by FMU1. 5 and TRAIL. Conclus ion: T he success ful construction, expression, and purificat ion
of the extracellular doma in o fDR5 protein lays a foundation for further study of DR5 funct ion.
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死亡受体 5( death receptor 5, DR5)是肿瘤坏死因
子相关凋亡诱导配体 ( TNF-related apoptos is inducing
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mDRA-6可诱导人白血病 T细胞 ( Jurkat)凋亡
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大肠杆菌 BL21( DE3)菌株、质粒 pET-22b( + )均
购自 Novagen公司。引物由上海生工公司合成。限制




H iT rap Chelating HP 树 脂为 Amersham
Pharmacia B iotech公司产品。抗 DR5鼠单克隆抗体
FMU1. 5由第四军医大学金伯泉教授惠赠, 人神经胶
质瘤细胞株 U343(高表达 DR5)、U373(低表达 DR5)
由加拿大阿尔博塔大学郝春海博士提供。重组人可溶
性 TRA IL ( sTRAIL ) 为 Peprotech公司产品, HRP标记
的羊抗鼠 IgG抗体由厦门波生公司惠赠。
1. 2 DR5胞外段表达载体的构建
从 NCB I上查得 DR5 cDNA 胞外段序列, 将其分
成 10个长引物片段分别合成,每对引物有 12个碱基
互补, 通过重叠 PCR 拼接到 DR5 胞外段序列, 引入
N coⅠ和 XhoⅠ酶切位点。与 质粒 pET-22 b ( + )构建
pET 22 b( + ) /DR5 重组体载体。反应条件为: 95
变性 40 s, 58 退火 45 s, 72 延伸 1 m in, 循环数为
30。
表 1 DR5胞外段引物及重叠 PCR的操作流程
Tab. 1 Primers of extracellu lar doma in of DR5 and overlapp ing PCR procedure
1. 3 eDR5表达载体的构建及 eDR5的表达和纯化
1. 3. 1 表达载体的构建 PCR扩增产物及质粒分别
用限制性内切酶 N coⅠ和 XhoⅠ消化, 胶回收。在 T4
DNA连接酶催化下, 将 eDR5基因克隆至质粒 pET-
22b( + )中,构建成重组质粒 pET-22b( + ) /DR5,转化
E. coli BL21( DE3)。重组子进行菌液 PCR鉴定、酶切
鉴定,阳性克隆送上海博亚公司测序。
1. 3. 2 eDR5的表达和纯化 挑测序正确的重组质粒
pET-22b( + ) / DR5的 E. coli BL21(DE3)单菌落, 37
振荡培养过夜,按 1 100稀释到 LB培养液中,振荡培
养至 D600值约为 0 6 ~ 0. 8 时, 加入终浓度为 0. 5





拟合获得蛋白浓度与 640 nm 波长光密值 (D 640 )的直
线方程,按常规方法计算待测蛋白质的浓度。
1. 4 EL ISA法鉴定 eDR5蛋白的特异性
用纯化的 eDR5( 5 g /m l)包被酶标板 100 l/孔,
4 过夜,以等浓度的 BSA作为阴性对照,各 3复孔。
37 封闭 1 h。加 1 5 000稀释的 FMU1. 4、FMU1. 5
各 100 l/孔, 37 温育 1 h。加 HRP标记的羊抗鼠
抗体 100 l /孔, 37 温育 30 m in。加入过氧化氢和
TMB各 50 l/孔,避光显色 15m in。以 2m ol/L H2 SO4
终止反应,每个步骤间都要 PBST洗涤 5次,甩干。在
酶标仪上波长为 450 nm波段测定各孔光密度值。
P /N值 = (被检样品 D 值 -空白对照 D 值 ) / (阴
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检测可溶性 eDR5对 FMU1. 5、TRAIL
诱导胶质瘤细胞凋亡的阻断效应
将 U343、U373细胞种于 96孔细胞培养板 (每孔
2 10
5
细胞 ), 24 h 后细胞铺满 60% 左右, 分别用
1 25~ 40 g /m l的 eDR5和 FMU1. 5 ( 40 g /m l)、
TRAIL ( 100 ng /m l)处理 U343、U373细胞,空白对照孔
只加含血清培养液, 每种浓度设置 3 个平行复孔,
37 、5% CO2继续培养 4 h后加 20 lMTT ( 7. 5 mg /
m l)继续培养 4 h,加 100 l异丙醇,在混合震荡器上
震荡 10m in,使结晶充分溶解,以酶联检测仪测 D 570光
密度值。本实验重复 3次,取平均值。细胞毒性 (% )
= ( 1-实验组 D570 /对照组 D570 ) 100%
2 结 果
2. 1 DR5胞外域编码序列的重组
经重叠 PCR 将 10个长引物片段拼接成完整的
eDR5编码序列。第一步 PCR反应: F1+ R2, F3+ R4,
F5+ R6, F7+ R8, F9+ R10分别生成产物 A1, A2, A3,
A4, A5;第二步 PCR反应: A1+ A2, A3+ A4分别生成
产物 A6, A7;第三步 PCR反应: A5+ A6生成产物 A8;
第四步 PCR反应: A7+ A8生成产物 A9,即为带有酶
切位点的 eDR5胞外段序列。图 1的 1~ 4泳道中分
别可见 A1( 106 bp)、A6( 200 bp)、A8( 294 bp)、A9( 465
bp)的产物条带,均与理论值相符。
图 1 DR5胞外域编码序列重组的 PCR产物电泳图
Fig. 1 Agarose gel e letrophoresis of PCR produc t of eDR5
M: DNA m arkers; 1: A1( 102 bp) 2: A6( 200 bp);
3: A8( 294 bp); 4: A9( 465 bp)
2. 2 重组 pET 22b( + ) /DR5质粒的鉴定
重组子利用通用引物和 eDR5特异引物进行 PCR
鉴定,阳性的克隆提取质粒经 N coⅠ及 XhoⅠ酶切后,
琼脂糖凝胶电泳鉴定, 得到两条目的条带, 分别为
eDR5条带 ( 465 bp)、pET-22b( + )条带 ( 5 482 bp) (图
2)。阳性克隆送上海博亚公司测序, 测序结果表明获
得一正确序列的重组子。
图 2 重组 pET22b( + ) /DR5质粒的双酶切鉴定
Fig. 2 Iden tification of recom bined pET22b( + ) /DR5
1: pET22b( + ) /DR5; 2: pET22b( + ), eDR5 ( 465 bp);
M: DNA m arkers
2. 3 DR5胞外段在大肠杆菌中的表达及纯化







素。纯化蛋白的 SDS-PAGE (图 3) 显示, 在相对分子
质量 17 000附近有一特异条带,符合目的蛋白理论推
算值 (约 16 740),扫描分析显示其纯度达 95% 以上。
图 3 SDS-PAGE分析 eDR5的表达及纯化
Fig. 3 SDS-PAGE analysis of eDR5 protein
expre ssion and purity
1: pET-22b( + ) /DR5( - ); 2: IPTG ( - ) pET-
22b( + ) /DR5( + ) ; 3: IPTG ( + ) pET-22b( + ) /DR5( + )
4: Bacter ia l surpernant; 5: Inc lusion bod ies;
6: A fter N i2+ pur ifying; M: P ro tein m arkers
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以 Low ry法测定绘制牛血清白蛋白浓度标准曲
线,其光密度 ( X )和浓度 ( Y )的相关系数 r= 0. 999,得
直线方程为 Y= 0. 0032X+ 0. 063。以此方程测定并计
算纯化的 eDR5蛋白浓度为 9 mg /m l。
2. 4 目的蛋白 eDR5的特异性鉴定
经过 ELISA 检测, 纯化后得到的蛋白可以同
FMU1. 5特异结合,其 P /N值均大于 2. 1,而与 FUM1.
4无交叉反应, 3次所测得的结果均相同, 说明复性后
的融合蛋白是纯化的 eDR5蛋白。
2. 5 重组 eDR5对 FMU1. 5和 TRAIL诱导 U343细胞
凋亡的阻断作用
为检测 eDR5的生物活性,将 eDR5分别与 DR5单
抗 FMU1. 5、TRAIL联合作用 U343 (高表达 DR5 )及
U373(低表达 DR5)细胞。结果显示,在 U343细胞 (图
4A ) , 在 eDR5为 0时, FMU1. 5可诱导细胞凋亡达
75%以上, TRAIL可诱导细胞凋亡达 90%左右; 加入
eDR5后可部分阻断细胞凋亡, 当 eDR5 40 g /m l和
FMU1. 5共同作用时,细胞凋亡率减少至 13. 87%。在
U373细胞 (图 4B), 不论 eDR5的剂量高低,都基本没
有影响细胞凋亡率的变化。
图 4 eDR5阻断 Ant-i DR5 mAb FMU1. 5、TRAIL
诱导 U343(A )和 U373( B) 细胞凋亡效应
F ig. 4 B lock ing effect of eDR5 on apop tosis ofU343(A )
and U373( B) cells induced by Ant-i DR5 FUM 1. 5, TRA IL
3 讨 论
本实验通过重叠 PCR获得完整的 DR5胞外段序







和层析进行纯化后表达蛋白的纯度达 95 %。 ELISA
检测显示表达纯化产物可与 FMU1. 5特异结合, 与
FMU1. 4没有反应,说明得到的蛋白是 eDR5并具有一
定的抗原活性。
文献 [ 12]证实 U343细胞高表达 DR5( 86. 5% ),
FMU1. 5 40 g /m l可诱导 77. 33% U343细胞凋亡。
当 U343 细胞中加入外源 eDR5 时, eDR5 通过与
FMU1. 5特异性结合竞争抗体与膜 DR5的结合从而阻
断 FMU1. 5对 U343细胞的凋亡诱导作用。实验证实
加入 40 g /m l外源 DR5时 FMU1. 5对 U343细胞的
凋亡诱导率为 13. 87% ,其最高阻断率近 53. 5% ,说明
eDR5具有一定的生物学活性。U373细胞低表达 DR5
( 2. 61% ) , FMU1. 5 40 g /m l可诱导 8. 9% U373细胞
凋亡,当 eDR5存在时 40 g /m l FMU1. 5对 U373的凋
亡诱导作用没有改变。 eDR5不能阻断 FMU1. 4的凋
亡诱导作用。同样 eDR5可以阻断 TRAIL对 U343细
胞的凋亡诱导作用而对 U373细胞的阻断作用不明
显。这说明 eDR5阻断 FMU1. 5、TRA IL的凋亡诱导作
用与细胞表面 DR5的表达相关,也证实所表达纯化的
DR5胞外段具有生物活性。我们用表达纯化的 eDR5
免疫 BLAB /c鼠已经制备了抗 eDR5特异的单克隆抗
体,该抗体可以诱导表达 DR5 的细胞凋亡 (另见报
道 )。
本研究获得人 DR5 胞外段基因, 获得高纯度
( 95% )有活性的 eDR5蛋白, 为人源性抗体的筛选和
基因治疗以及凋亡途径的研究奠定基础。
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正确使用量和单位的名称和符号。⑴量符号以斜体拉丁和希腊字母表示 ( pH 用正体除外 ), 例如 m (质量 )、t(时间 )、c (浓
度 )、V (体积 )、p (压力 )、F (力 )等。⑵单位符号一律以正体拉丁或希腊字母表示, 例如 kg(千克 )、m (米 )、h(小时 )、mo l/L (摩
尔每升 )等。⑶表示人体检验指标的量浓度或质量浓度时, 一般使用 L (升 )作为检验组成含量单位的分母。⑷表示用药剂量
单位时, 不能写成 mg /kg /d的形式,应写成 m g / ( kg d)或 m g kg- 1 d- 1的形式。⑸单位符号常见书写错误: 长度单位符号
A。 (埃 )已不用, 应写作 0. 1 nm; 时间单位 小时 符号为 h(不是 hr)、秒 符号为 s(不是 sec); 转速单位符号为 r /m in(不是
rpm ) ;量浓度单位符号为 mo l/L (不是 M、N, 也不是 m o l/mm3 ) ;力的单位 牛顿 符号为 N[不是 dyn(达因 )、kg f(千克力 ) ,换算
1 dyn= 10- 5N]; 热量单位 焦耳 符号为 J[不是 ca l(卡 )、kca l(千卡 ), 换算 1 ca l= 4. 187 J] ;放射性活度单位符号为 Bq[不是
C i(居里 ),换算 1 C i= 3. 7 1010 Bq]。 (本刊编辑部 )
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